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1) LacZ 遺伝子導入グリオーマ細胞株の樹立:マウスグリオーマ細胞株である RSV-M グリオーマ細胞をレトロ
ウイルス BAG ベクターを含むウイルス上清と共に約4時間培養することにより E.Coli lacZ 遺伝子を導入した。そ
の後， Fluorescein -di -β- galactopyranoside (FDG) を用いた生細胞染色を行い， FACS により， β- galac 
-tosidase (β- gal)陽性細胞をソーティングし， lacZ 遺伝子保有細胞株である RSV-M/BAG を樹立した。
2) 悪性グリオーマ脳内浸潤形式の解析: 105 cells/2μ1 の RSV-M/BAG 細胞浮遊液を緩徐 (0.5μl/min) に
C3H/HeN マウスの線状体部に移植し， 3, 7, 10 日目にマウス脳を取り出し， X -gal 反応により β- gal 陽性細





することにより作製した髄腔内播腫モデルを用いた in vivo 遺伝子導入の可能性について検討した。
腫虜モデル作製3-4 日後にレトロウイルス上清を8μg/ml の polybrene と共に腫蕩摘出腔内またはマウス大
槽内へ注入した。その結果，髄腔内に播腫したグリオーマ細胞に対して約20% という高い遺伝子移入効率が得られ
た。また，脳実質細胞や血管内皮細胞といった正常脳組織細胞には全く導入されなかった。さらに，カルボシアニン
系蛍光色素である Dil 及び DiO で RSV-M 細胞を標識し， Dil 標識細胞の移植後3 日目に DiO 標識細胞を同一
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を用いて標識遺伝子を導入したグリオーマ細胞の in vivo 移植モデルでは，極めて初期の段階より広範囲に腫傷細胞
の脳内浸潤が生じていることが判明した。また，局所に投与したグリオーマ細胞が，既にグリオーマ細胞の浸潤を受け
ている部位へ分布する傾向があることも明らかにされた。この実験結果は，再発の原因となる浸潤グリオーマ細胞に効
率よく遺伝子を導入するために，目的の遺伝子を導入する為のウイルス産生細胞としてグリオーマ細胞を利用できる可
能性を示唆した。
論文審査の結果の要旨
本研究は，悪性グリオーマに対するレトロウイルスベクターを用いた遺伝子療法に関する基礎的研究であり，悪性グ
リオーマの予後不良の原因である浸潤性，播種性増殖に対して遺伝子療法の有効性を明らかにしようとしたものである。
まず，グリオーマ細胞の DNA にマーカー遺伝子を標識することにより広範囲の脳内進展様式を細胞レベルで明らかに
し，悪性グリオーマに対する遺伝子療法の合理性を明らかにした。また，髄腔内播種モデルを用いてレトロウイルスを
用いた高率なグリオーマ細胞特異的遺伝子導入が可能であることを示し，レトロウイルスを用いた遺伝子療法の加 vivo
実験系を開発した。これらの結果は，医療困難な悪性グリオーマに対する遺伝子治療の有効性を明らかにしたもので，
臨床応用の開発に寄与するところ大であり，学位の授与に値すると考えられる。
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